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41 Zusammenfassung der Forschungsergebnisse
1.1 Einleitung
Das zentrale Nervensystem (ZNS) zeichnet sich durch einen hohen Grad an Komplexität
und vielleicht gerade deshalb durch mangelhafte Regeneration nach Schädigung aus.
Während die Läsion eines peripheren Nerven erfolgreich ausheilen kann, führen
Erkrankungen des ZNS wie zum Beispiel neurodegenerative Krankheiten (Morbus
Alzheimer, Parkinson, Huntington), Schlaganfall oder Multiple Sklerose meist zu schweren
Defektzuständen. In den letzten Jahren ist bekannt geworden, dass auch im erwachsenen
Gehirn die genetische Information zur Regeneration erhalten ist (Richardson et al., 1980).
In bestimmten Regionen des Gehirns werden sogar täglich neue Nervenzellen gebildet
(Übersicht bei Gage, 2000). Dennoch misslingen fast alle Regenerationsversuche im
adulten ZNS, was bereits Ramón y Cajal mit dem Begriff des „abortiven Aussprossens“
belegt hat (Ramón y Cajal, 1928).
Voraussetzung für eine erfolgreiche Therapie von ZNS-Erkrankungen ist deshalb
zunächst ein besseres Verständnis der Regenerationsmechanismen des erwachsenen
Gehirns. Besondere Aufmerksamkeit hat hier die Entdeckung von Molekülen erregt, die
ein Auswachsen von Nervenzellfortsätzen im ZNS hemmen und deren gezielte
Inaktivierung den Heilungsprozess beschleunigt (Schwab und Caroni, 1988; Rubin et al.,
1994; Bregman et al., 1995). Grosse Hoffnungen werden jüngst auch in die
Transplantation von Stammzellen gesetzt, die Nervenzellen ersetzen und damit den
Funktionsverlust ausgleichen sollen (Donovan und Gearhart, 2001; Temple, 2001). Dieser
Therapieansatz hat bereits erste klinische Erfolge gezeigt (Bachoud-Lévi et al., 2000),
doch die Transplantation von humanen fetalen Stammzellen ist nicht frei von ethischen
Bedenken und in ihren Langzeitfolgen noch nicht abschätzbar.
Eine besondere Schwierigkeit bei der Behandlung von ZNS-Erkrankungen ist der Zugang
zum Gehirn. Die dichte Blut-Hirn-Schranke (Abb. 1), die vor allem durch Endothelzellen
mit tight junctions gebildet wird (Reese und Karnovsky, 1967),
5 verhindert den Übertritt von Plasmamolekülen und Zellen in das Gehirnparenchym.
Abb. 1:Schematische Darstellung der Blut-Hirn-Schranke
Endothelzellen sind durch tight junctions (Pfeilspitzen) miteinander verbunden. Das
Endothel ist von einer Basalmembran (Pfeil) und den Astrozytenfortsätzen der
sogenannten Glia limitans (grau) umgeben. Mikroglia können mit Ausläufern bis an die
Gefässe reichen.
Gentherapeutische Ansätze mussten deshalb auf invasive Verfahren wie die Applikation
von kationischen Liposomen, Viren oder die direkte Transplantation von genetisch
veränderten Zellen in das Gehirn zurückgreifen (Übersicht bei Suhr und Gage, 1993). Die
Verletzung der Integrität der Blut-Hirn-Schranke beeinflusst dabei ihrerseits die Reaktion
des Gehirngewebes auf die Grunderkrankung. Dies ist auch in tierexperimentellen
Modellen zu berücksichtigen, wenn diese sich primär mit der Reaktion ortsständiger
Zellen auf eine Schädigung des ZNS beschäftigen.
  
6In den im folgenden dargestellten Forschungsarbeiten der letzten Jahre haben wir
versucht, drei für das Verständnis der endogenen Reparaturmechanismen des ZNS und
für die Therapie von ZNS-Erkrankungen relevante Fragen zu beantworten:
1. Können Neurone eine Schädigung an umliegende Zellen (Glia) und sogar an
Zellen ausserhalb des Nervensystems signalisieren?
2. Können genetisch veränderte Zellen gezielt und nicht-invasiv in das Gehirn
geschleust werden?
3. Können Glia und Neurone des adulten ZNS aus peripheren Stammzellen
entstehen?
Zur Beantwortung dieser Fragen haben wir Untersuchungen an primären Zellkulturen
durchgeführt. Mit Hilfe molekularbiologischer und biochemischer Techniken haben wir
Signaltransduktion und transkriptionelle Aktivierung in Gliazellen untersucht. Ferner haben
wir Zellen genetisch so modifiziert, dass sie ein Markerprotein exprimieren, das uns die
Identifikation der Zellen und ihrer Nachkommen in vitro und in vivo mit histologischen
Methoden ermöglicht. Nach Knochenmarkstransplantation haben wir die Einwanderung
und Differenzierung hämatogener Zellen im ZNS verfolgt. Schliesslich haben wir
unterschiedliche Läsionsmodelle des ZNS (Axotomie, Ischämie, Subarachnoidalblutung,
Prionenerkrankung) im Hinblick auf die Reaktion ortsständiger und einwandernder Zellen
charakterisiert.
71.2 Molekulare Mechanismen der Gliazellaktivierung
Ein Modell, das sich in besonderer Weise zur Studie der De-/ Regeneration von ZNS-
Neuronen und der Begleitreaktion von Glia eignet, ist die Fazialisaxotomie (Abb. 2;
Übersicht bei Kreutzberg, 1996). Hierbei wird der Nervus facialis an seinem Austrittspunkt
am Foramen stylomastoideum durchtrennt. Von besonderer Bedeutung ist bei diesem
Modell, dass die Blut-Hirn-Schranke intakt bleibt, so dass störende Einflüsse aus der
Peripherie ausgeschlossen werden können.
Abb. 2: Modell der Fazialisaxotomie
Am Schädelaustrittspunkt wird der Nervus facialis operativ durchtrennt (Axotomie). Die
Blut-Hirn-Schranke bleibt dadurch unversehrt. Im Fazialiskern kann die Reaktion der
axotomierten Motoneurone und der benachbarten Glia untersucht werden.
Nach der Fazialisaxotomie kommt es zu einer retrograden Reaktion der axotomierten
Motoneurone im Fazialiskern und zu einer frühen und späten Mikroglia- und
Astrozytenaktivierung (Übersicht bei Kreutzberg et al., 1989). Mikroglia  deafferentieren
die Nervenzellen in einem Prozess des synaptic stripping, um sie so möglicherweise vor
weiterer Schädigung zu schützen (Blinzinger und Kreutzberg, 1968).
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8In den axotomierten Nervenzellen ändert sich die Proteinzusammensetzung kaum (Bisby,
1980), aber Neuropeptide wie calcitonin gene-related peptide (CGRP) und Galanin, die
auch in der Entwicklung des Nervensystems eine Rolle spielen, werden neu synthetisiert
(Streit et al., 1989a; Moore, 1989). Könnten diese Neuropeptide als Mediatoren für die
Aktivierung von benachbarten Gliazellen dienen? Wir haben zur Klärung dieser Frage
Mikroglia und Astrozyten der Ratte isoliert und in vitro auf ihre CGRP- und Galanin-
Responsivität getestet (siehe 2 A-C). Dabei zeigte sich, dass sowohl Mikroglia als auch
Astrozyten spezifische Rezeptoren für CGRP exprimieren, die an die Induktion der
Adenylatzyklase gekoppelt sind (2 A Seite 452; 2 C Seiten 522 und 524). Im weiteren
Verlauf kommt es zu einer transkriptionellen Aktivierung der Gliazellen, wobei die Boten-
Ribonukleinsäuren (mRNAs) der immediate early genes c-fos und junB rasch und
transient induziert werden (2 A Seiten 450-452 und 454; 2 C Seiten 522 und 524). Deren
Genprodukte wiederum regulieren die Expression von nachgeschalteten Zielgenen
(Übersicht bei Sheng und Greenberg, 1990), zum Beispiel über die AP-1-Bindungsstelle
das bei der Astrozytenaktivierung induzierte saure Gliafaserprotein GFAP (Pennypacker
et al., 1994). Die Spezifität der glialen Antwort auf CGRP konnte durch Zusatz eines
CGRP-Rezeptorantagonisten, CGRP8-37, belegt werden (2 B Seiten 325-326). Auch
Galanin führte in Astrozyten zu einer transkriptionellen Aktivierung (2 B Seiten 324-325),
allerdings war die Rezeptorbindung hier mit einem Abfall des intrazellulären
Kalziumspiegels verbunden (2 B Seite 327). Eine andere Arbeitsgruppe konnte zeigen,
dass Galanin in Astrozyten zu einer Hyperpolarisation führt (Hösli et al., 1997). Das
Muster der durch Galanin induzierten immediate early genes unterscheidet sich vom
Induktionsprofil des CGRP (2 B Seiten 324-326), so dass von unterschiedlichen Rollen
der Neuropeptide bei der Aktivierung von Astrozyten auszugehen ist. Galanin inhibierte
bei gleichzeitiger Applikation mit CGRP sogar dessen Stimulation der Adenylatzyklase (2
B Seiten 325-326), was gut mit dem in vivo beschriebenen Antagonismus von CGRP und
Galanin in Einklang zu bringen ist (Xu et al., 1990). Im Gegensatz zu Astrozyten, liessen
sich auf Mikroglia keine Galanin-Rezeptoren nachweisen (2 A Seite 450).
Neuronale Schädigung könnte auch durch Adenosintriphosphat (ATP) an benachbarte
Gliazellen signalisiert werden. Dieser intrazelluläre Energieträger wurde bereits als
schneller exzitatorischer Neurotransmitter im ZNS identifiziert (Evans et al., 1992). Bei
Nervenverletzung kann ATP über Exozytose, Transporterproteine oder die beschädigte
Plasmamembran die Zelle verlassen (Übersicht bei Dubyak und El-Moatassim, 1993).
Aufgrund der hohen intrazellulären Konzentration von 3-5 mM kann sich ATP akut im
Extrazellularraum anreichern (ATPe). ATPe bindet an sogenannte P2-purinerge
9Rezeptoren, welche auch auf Gliazellen beschrieben wurden (Pearce et al., 1989; Walz et
al., 1993; Ferrari et al., 1996; King et al., 1996). Wir konnten zeigen, dass kultivierte
Mikroglia und Astrozyten durch Stimulation von P2Y-purinergen Rezeptoren transkriptionell
aktiviert werden (siehe 2 A und C). Dabei konnten wir ausschliessen, dass der Effekt
durch Abbauprodukte des ATP, wie zum Beispiel Adenosin, vermittelt wird (2 A Seiten
452-453). ATPe und dessen Hydrolyse-resistentes Derivat ADPβS führten zu einem
Calciumeinstrom in kultivierten Mikroglia (2 A Seite 456) und Astrozyten (Pearce et al.,
1989; eigene Beobachtungen). Nachfolgend kam es zur Induktion der immediate early
gene mRNAs c-fos, junB, c-jun und Tis11 (2 A Seiten 452-454; 2 C Seiten 522-523). Eine
besonders interessante Beobachtung in diesem Zusammenhang war die Wechselwirkung
der Signaltransduktionskaskaden von CGRP und ATPe in Astrozyten, was als signal
transduction cross-talk bezeichnet wird. Die gleichzeitige Applikation von ADPβS und
CGRP potenzierte die Aktivität der Adenylatzyklase und führte zu einer Superinduktion
von c-fos mRNA (2 C Seiten 522 und 524). Da Fos/Jun-Dimere zu den stärksten
transkriptionalen Aktivatoren zählen (Übersicht bei Hughes und Dragunow, 1995),
könnten Neuropeptide wie CGRP und extrazelluläres ATP synergistische Rollen bei der
funktionellen Aktivierung von Gliazellen nach Schädigung von ZNS-Neuronen haben.
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1.3 Neue Aspekte in der Ontogenese von Glia
Aus dem vorausgegangenen Kapitel wird ersichtlich, dass „Glia“ mehr als nur der von
Virchow beschriebene „Kitt“ des Nervensystems sind (Virchow, 1871). Sie sind eine
Population von hochreaktiven Zellen, die an der Signalübermittlung zwischen Neuronen
teilnehmen, eine Schädigung von Nervenzellen rasch erkennen und auch trophische
Faktoren für deren Überleben ausschütten können (Nedergaard, 1994; Schwartz und
Nishiyama, 1994; Kreutzberg, 1996; Kang et al., 1998). In ihrer Zahl überschreiten sie im
ZNS Nervenzellen um das 10- bis 50-fache, wobei Mikroglia, Astrozyten und
Oligodendrozyten unterschieden werden. Während Astro- und Oligodendroglia
neuroepithelialen Ursprungs sind und aus multipotenten, glial-eingeschränkten und
oligodendroglialen sowie O-2A und Astrozyten-  Vorläuferzellen entstehen (Übersicht bei
Lee et al., 2000), bleibt der Ursprung der Mikroglia seit ihrer Entdeckung durch del Rio-
Hortega umstritten (Del Rio-Hortega, 1932). Die immunkompetenten Mikroglia des ZNS
ähneln Makrophagen in Funktion und Epitopexpression, wie zum Beispiel CD11b
(Übersicht bei Flaris et al., 1993). Es gibt jedoch auch Hinweise auf eine
neuroektodermale Genese (Fedoroff et al., 1997).
Eine für Makrophagen ungewöhnliche Eigenschaft ist die bisher beobachtete Konstanz
der Mikrogliapopulation im ZNS (Hickey und Kimura, 1988; Hickey et al., 1992; Lassmann
et al., 1993). Selbst nach schwersten Entzündungszuständen des Gehirns fand sich keine
signifikante Rekrutierung von Mikroglia aus zirkulierenden Monozyten oder
Knochenmarkszellen (Lassmann et al., 1993). Da es keinen spezifischen Marker gibt, der
Mikroglia von Monozyten/Makrophagen unterscheidet, wurden sogenannte
„Knochenmarkschimären“ generiert. Dabei wurde Knochenmark aus adulten DA Ratten
des major histocompatibility complex (MHC)-Typs RT-1a × Lewis in durch Bestrahlung
myeloablatierte adulte Lewis Ratten des MHC-Typs RT-1l transplantiert (Hickey und
Kimura, 1988; Hickey et al., 1992; Lassmann et al., 1993). Die Donorzellen liessen sich so
mit einem spezifischen Antikörper detektieren und von Zellen des Empfängertieres
unterscheiden. Das Ergebnis der eleganten Untersuchungen belegte, dass
leptomeningeale und perivaskuläre Makrophagen, die ausserhalb der Blut-Hirn-Schranke
gelegen sind, im adulten Tier neu generiert werden, während Mikroglia eine stabile
Zellpopulation darstellten und kein Donor-MHC exprimierten. Ähnliche Ergebnisse
konnten auch in Mäusen unter Verwendung von CD45Haplotyp-differentiellem,
transgenem oder retroviral markiertem Knochenmark erzielt werden (Krall et al., 1994;
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Kennedy und Abkowitz, 1997; Schlüter et al., 2001). Einschränkend muss jedoch erwähnt
werden, dass in all diesen Versuchen Enzymreaktionen und/oder immunhistochemische
Techniken zur Identifikation der Donorzellen erforderlich waren. Dies beeinträchtigte
möglicherweise die Sensitivität, da viele Antigene im ZNS kaum oder nicht detektierbar
sind; ruhende Mikroglia exprimieren zum Beispiel kein MHC (Flaris et al., 1993).
Für eigene Untersuchungen haben wir deshalb nach einem Marker gesucht, der direkt
visualisierbar ist, stabil exprimiert wird und die Funktion der markierten Zellen nicht
beeinträchtigt. Das grün fluoreszierende Protein (GFP) ist ein 238 Aminosäuren-langes
Polypeptid, dessen Gen aus der Qualle Aequorea victoria kloniert wurde (Übersicht bei
Chalfie et al., 1994). GFP benötigt keinen Zusatz von Substrat, Kofaktoren oder anderen
Genprodukten für seine Fluoreszenzeigenschaften und kann deshalb direkt
fluoreszenzmikroskopisch dargestellt werden (Übersicht bei Tsien, 1998). Um GFP in vitro
zu testen, haben wir humane Fusionsproteine mit dem mitochondrialen Enzym
Succinatdehydrogenase und den bei Morbus Huntington und der Friedreich Ataxie
mutierten Proteinen Huntingtin (The Huntington’s Disease Collaborative Research Group,
1993) und Frataxin (Campuzano et al., 1996) generiert (siehe 2 D und E). Wir haben
diese Fusionsproteine unter der Kontrolle des Cytomegalievirus-Promoters in COS-Zellen
exprimiert und dabei keine toxischen Effekte beobachtet (2 D Seiten 266-268). Das
Succinatdehydrogenase-GFP-Fusionsprotein wurde korrekt in die Mitochondrien
lokalisiert, während das N-terminale Fragment von Huntingtin auch nach Fusion mit GFP
im Zytosol blieb (2 D Seite 267). Wurde GFP allerdings mit einem mutierten
Huntingtinfragment eines Patienten (EGFPHD72Q) fusioniert, zeigten sich in COS-Zellen
intrazelluläre unlösliche Proteinaggregate (2 E Seiten 1308-1310; Zusammenarbeit mit Dr.
A. Sittler und Prof. E. Wanker, Max-Planck-Institut für molekulare Genetik, Berlin), wie sie
für die Pathogenese des Morbus Huntington verantwortlich gemacht werden und auch im
Gehirn der Patienten nachweisbar sind (Davies et al., 1997; DiFiglia et al., 1997).
Überraschenderweise fand sich Frataxin-GFP in Mitochondrien (2 D Seiten 266-268),
womit es zum ersten Mal gelungen war, eine Trinukleotiderkrankung direkt mit
Mitochondrien zu assoziieren. Zeitgleich konnten zwei andere Arbeitsgruppen eine
Funktion des Hefehomologs von Frataxin, yfh 1, in der mitochondrialen Eisenhomöostase
ausmachen (Babcock et al, 1997; Wilson und Roof, 1997).
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Zur Markierung von Knochenmarkszellen, die hämatopoetische (HSC) und
mesenchymale (MSC) Stammzellen enthalten, haben wir ein murines Stammzellvirus
(MSCV) verwendet (siehe 2 F). Im MGirL22Y-retroviralen Vektor wird GFP (Fluoreszenz-
optimiert als enhanced GFP) und ein Dihydrofolatreductase-Selektionsgen unter der
Kontrolle des MSCV-Promoters exprimiert (2 F Seiten 1356-1357). MGirL22Y-
transduzierte adulte Knochenmarkszellen wurden in letal bestrahlte adulte Wildtyp-Mäuse
transplantiert, um so das Blutbild der Empfängertiere mit GFP-markierten Blutzellen zu
rekonstituieren (Abb. 3). Alternativ wurden Knochenmarkszellen aus transgenen Mäusen,
die GFP unter der Kontrolle des β-Actin-Promoters exprimieren (Okabe et al., 1997), in
myeloablatierte Wildtyp-Mäuse transplantiert (Abb. 3).
Abb. 3: Herstellung von Knochenmarkschimären
Aus den langen Röhrenknochen von adulten Wildtyp-Mäusen wird das Knochenmark
gewonnen und anschliessend durch Kokultur mit einer Virus-produzierenden Zelllinie
GFP-markiert. Alternativ werden GFP-positive Knochenmarkszellen direkt aus
transgenen Mäusen gewonnen, die GFP unter der Kontrolle des β-Actin-Promoters
exprimieren. Die Knochenmarkszellen werden in letal bestrahlte adulte Wildtyp-Mäuse







Transplantation in bestrahlte Empfängermaus
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In den GFP-Knochenmarkschimären waren durchschnittlich 60-75% der Leukozyten des
Blutes GFP-positiv (2 F Seiten 1356-1357). Auffälligkeiten der Hämatopoese fanden sich
nicht, weshalb toxische Effekte des GFP auf hämatopoetische Stammzellen und deren
Nachkommen ausgeschlossen werden können. Schon zwei Wochen nach der
Transplantation waren im Gehirn der Chimären GFP-markierte perivaskuläre
Makrophagen nachweisbar (siehe 2 G; Zusammenarbeit mit Dr. I. Bechmann und Prof. R.
Nitsch, Institut für Anatomie, Charité, Berlin). Durch zusätzliche Phagozytose-abhängige
Markierung der perivaskulären Zellen mit dem intraventrikulär applizierten und Rhodamin-
konjugierten Dextranamin Mini Ruby liess sich zeigen, dass die Zahl der eingewanderten
perivaskulären Makrophagen ständig zunahm (2 G Seiten 1653-1657). Nach 14 Wochen
entstammten fast alle perivaskulären Makrophagen dem Transplantat (2G Seiten 1656-
1657), womit erstmals eine Migrationskinetik dieser Zellpopulation etabliert werden
konnte. Aufgrund ihrer Lage an der Schnittstelle zwischen Blut und Gehirn und ihrer
Expression von MHC II (Streit et al., 1989b) und B7 (Bechmann et al., 2001) sind
perivaskuläre Zellen vermutlich an der Immunüberwachung der perivaskulären Räume
des ZNS beteiligt.
Bereits vier Wochen nach der Knochenmarkstransplantation fanden sich im
Hirnparenchym GFP-positive ramifizierte Zellen, die Mikroglia-/Makrophagen-spezifische
Antigene wie F4/80 und Iba1 exprimierten (2 F Seiten 1357-1358). Diese Zellen waren
überwiegend negativ für MHC I und II und zeigten ultrastrukturelle Charakteristika von
Mikroglia (2 F Seiten 1357-1358). Eine Phagozytose-bedingte GFP-Markierung konnte in
der Immunelektronenmikroskopie bei Nachweis einer zytoplasmatischen GFP-
Lokalisation ausgeschlossen werden (2 F Seiten 1357-1358). GFP-markierte Mikroglia
fanden sich zunächst im Bulbus olfactorius; nach einigen Monaten waren sie aber auch im
Striatum, Cortex, Hippocampus und vor allem im Cerebellum nachweisbar (2 F Seiten
1357-1358). Dort machten sie nach 15 Wochen bis zu 26% der gesamten
Mikrogliapopulation aus und waren selbst nach 12 Monaten noch in hoher Zahl vorhanden
(2 F Seiten 1357-1358; 2 I Seiten 734 und 736). Im Bulbus olfactorius nahm die Zahl der
Donor-Mikroglia hingegen schon nach vier Monaten ab, was mit einer hohen
Apoptoserate in dieser Region assoziiert war (2 F Seiten 1357-1358). Aus den Befunden
geht hervor, dass Mikroglia entgegen bisheriger Beobachtungen durchaus keine stabile
Zellpopulation sind, sondern kontinuierlich aus dem Knochenmark in das ZNS rekrutiert
werden können. Ähnliche Befunde wurden unter Verwendung von GFP-
Knochenmarkschimären kürzlich auch durch andere Arbeitsgruppen erhoben (Brazelton
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et al., 2000; Nakano et al., 2001). Die Daten widersprechen der Hypothese eines
neuroektodermalen Ursprungs von Mikroglia (Übersicht bei Fedoroff et al., 1997). Sie
stellen ausserdem in Frage, ob das sogenannte „Immunprivileg“ des ZNS, d.h. die
reduzierte Aktivierbarkeit des Immunsystems (Übersicht bei Streilein, 1995), auf den
Ausschluss peripherer immunkompetenter Zellen vom Hirnparenchym durch die Blut-Hirn-
Schranke zurückzuführen ist. Dass T-Zellen das ZNS kontinuierlich im Sinne einer
Immunüberwachung patrouillieren, wurde bereits vor einigen Jahren gezeigt (Übersicht
bei Wekerle et al., 1986). Nach unseren Befunden scheinen auch Antigen-präsentierende
Zellen wie Mikroglia zwischen Peripherie und ZNS ausgetauscht zu werden.
Ursprung und Funktion der grössten Gliapopulation im ZNS, der Astroglia, wurden in den
letzten Jahren ebenfalls zum Gegenstand der Diskussion. Zwar ging man bislang davon
aus, dass Astroglia aus neuroepithelialen Vorläuferzellen hervorgehen (siehe oben), doch
jüngste Forschungsergebnisse suggerieren, dass Astrozyten in der Subventrikularzone
und in der Subgranularzone des Hippocampus selbst adulte Stammzellen des
Nervensystems darstellen (Doetsch et al., 1999; Seri et al., 2001). In
Knochenmarkschimären fand man darüber hinaus, dass etwa 0,5% aller Astrozyten aus
dem Donor-Knochenmark entstammten (Eglitis und Mezey, 1997; Eglitis et al., 1999).
Auch mesenchymale Stammzellen differenzierten in vivo und in vitro zu Astrozyten
(Kopen et al., 1999; Sanchez-Ramos et al., 2000; Nakano et al., 2001). In GFP-
Knochenmarkschimären fanden wir jedoch keine GFP-markierten Astroglia (siehe  2 I,
Seite 734). Dieser Befund steht in Einklang mit den kürzlich publizierten Ergebnissen
anderer Arbeitsgruppen, die GFP-Chimären verwenden (Brazelton et al., 2000; Nakano et
al., 2001). Wir haben ferner transgene Knochenmarkszellen, die enhanced GFP unter der
Kontrolle des humanen astrozytären GFAP-Promoters exprimieren (Nolte et al., 2001;
Zusammenarbeit mit Dr. F. Kirchhoff und Prof. H. Kettenmann), in adulte Wildtyp-Mäuse
transplantiert (Wehner, Böntert et al., in Revision). Auch in diesen Chimären waren keine
GFP-exprimierenden Zellen nachweisbar, so dass wir keinen Anhalt für eine Genese von
Astrozyten aus Stammzellen des Knochenmarks fanden. Schliesslich haben wir
Knochenmarkszellen nach retroviraler Transduktion mit GFP und transgene
Knochenmarkszellen, die GFP unter der Kontrolle des β-Actin-Promoters oder des
humanen GFAP-Promoters exprimieren, mit Astrozyten kokultiviert (Wehner, Böntert et
al., in Revision). Dabei zeigte sich, dass zwar Mikrogliazellen, aber keine Astrozyten aus
den Knochenmarkszellen entstehen können. Unsere Ergebnisse werden durch
gleichlautende Befunde zweier weiterer Arbeitsgruppen gestützt (Sievers et al., 1994;
Woodbury et al., 2000).
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1.4  Rekrutierung von hämatopoetischen Zellen in das geschädigte ZNS
Das Regenerationspotential von Knochenmarkszellen wurde erst in den letzten Jahren
erkannt. Besonderes Aufsehen hat der Ersatz von murinen Herzmuskelzellen nach
Myokardinfakt durch intramuskulär injizierte Stammzellen des Knochenmarks erregt (Orlic
et al., 2001). HSC vermochten nach intravenöser Injektion, Lebergewebe im Mausmodell
der fatalen Tyrosinämie Typ I zu regenerieren (Lagasse et al., 2000). Schliesslich konnte
durch intravenöse Gabe von MSC eine klinische Verbesserung nach zerebraler Ischämie
in der Ratte erzielt werden (Chen et al., 2001). In diesem Modell konnte sogar ein Ersatz
von Glia und Neuronen beobachtet werden.
Inwieweit allerdings endogene Mechanismen zur Mobilisation von hämatopoetischen
Zellen nach einer Schädigung des ZNS existieren, sollte mit Hilfe der GFP-
Knochenmarkschimäre beantwortet werden.
In den Chimären wurde vier Wochen nach der Transplantation GFP-markierter
Knochenmarkszellen eine transiente zerebrale Ischämie (Schlaganfall) induziert (siehe 2
F; Zusammenarbeit mit Dr. K. Prass, Neurologische Klinik, Charité, Berlin). Nach
Okklusion der A. cerebri media (MCAO) für 60 Minuten und anschliessender Reperfusion
für 24 Stunden bis 14 Tage wurde die Einwanderung GFP-positiver Zellen in das
Infarktareal verfolgt. Vor Beginn der Ischämie liessen sich im Versorgungsgebiet der A.
cerebri media keine parenchymatösen GFP-markierten Zellen nachweisen (2 F Seite
1357). Bereits 24 Stunden nach der MCAO war in der ischämischen Hemisphäre aber ein
GFP-positives Rundzellinfiltrat vorhanden (2 F Seite 1358). Ferner war eine deutliche
Aktivierung ortsständiger Mikroglia zu beobachten (2 F Seite 1358). Diese frühe
Mikrogliaaktivierung nach Ischämie ist in der Literatur beschrieben (Übersicht bei Stoll et
al., 1998) und konnte auch in einem Modell der Subarachnoidalblutung beobachtet
werden (siehe 2 H; Zusammenarbeit mit Dr. J. Dreier, Neurologische Klinik, Charité,
Berlin). Dabei kam es durch Hämoglobin und eine erhöhte Kaliumkonzentration im
Subarachnoidalraum zur cortical spreading ischemia, die innerhalb von 48 Stunden zur
Mikrogliaaktivierung führte (2 H Seiten 661-662). Vierzehn Tage nach der MCAO fand
sich in der ischämischen Hemisphäre eine ausgeprägte Entzündungsreaktion mit
ortsständigen Phagozyten, aber auch GFP-markierten Zellen (2 F Seite 1358). Fast 30%
dieser GFP-positiven Zellen waren zu Mikroglia differenziert, während in der
kontralateralen, nicht-ischämischen Hemisphäre praktisch keine GFP-markierten
16
Mikroglia nachweisbar waren (2 F Seiten 1356 und 1358). Die Befunde belegen eine
gezielte Einwanderung und Differenzierung von Blutzellen im ZNS nach Ischämie. Die
unmittelbaren Vorläufer der Mikroglia sind vermutlich Monozyten (Kennedy und Abkowitz,
1998). Eine Entstehung von Astrozyten aus transgenen Knochenmarkszellen, die GFP
unter der Kontrolle des humanen GFAP-Promoters exprimieren, konnten wir auch nach
zerebraler Ischämie nicht beobachten (Wehner, Böntert et al, in Revision). Unter diesen
Bedingungen soll eine astrozytäre Differenzierung von Knochenmarkszellen erleichtert
sein (Eglitis et al, 1999).
In nachfolgenden Experimenten wählten wir selektivere Schädigungsmodelle des ZNS.
Nach operativer Durchtrennung der Fimbria-Fornix (ff-t) kommt es zu retrograden
Veränderungen septo-hippocampaler Projektionsneurone des medialen Septums und zu
anterograder Degeneration cholinerger hippocampo-septaler Fasern im lateralen Septum
(Übersicht bei Cassel et al., 1997). Es ist bereits bekannt, dass die Durchtrennung der
Fimbria-Fornix in der Ratte innerhalb von 12 Stunden zu einer transienten Aktivierung
ortsständiger Mikroglia im medialen Septum führt (Hollerbach et al., 1998). Nach 48
Stunden geht die ff-t mit einer massiven Mikrogliareaktion im lateralen Septum einher. In
GFP-Chimären konnten wir erstmals zeigen, dass Zellen des peripheren Blutes drei Tage
nach der ff-t den septalen Komplex infiltrieren (2 F Seiten 1358-1359; Zusammenarbeit
mit Dr. C.A. Haas, Institut für Anatomie, Universität Freiburg). Nach 12 Tagen waren GFP-
markierte Zellen im geschädigten lateralen Septum zu Mikroglia differenziert (2 F Seiten
1356 und 1358-1359) und dort in hoher Zahl auch noch nach drei Wochen nachweisbar.
Schliesslich untersuchten wir die Rekrutierung von genetisch markierten Zellen aus dem
Knochenmark in den Fazialiskern nach peripherer Fazialisaxotomie (vgl. Kapitel 1.1;
Zusammenarbeit mit Dr. A. Flügel und Prof. G.W. Kreutzberg, Max-Planck-Institut für
Neurobiologie, Martinsried). Zu unserer Überraschung fanden wir, dass die geschädigten
ZNS-Motoneurone nach 14 Tagen von Fortsätzen GFP-markierter Mikroglia umgeben
waren (2 F Seiten 1356 und 1358-1359). Im kontralateralen, nicht-operierten Fazialiskern
fanden sich dagegen keine GFP-positiven Mikroglia (2 F Seiten 1356 und 1358-1359). Da
die Blut-Hirn-Schranke im Modell der Fazialisaxotomie intakt bleibt, muss es molekulare
Mediatoren geben, mit denen ZNS-Neurone ihre Schädigung an Zellen ausserhalb des
Nervensystems signalisieren können. Ein solcher Mediator könnte beispielsweise
monocyte chemoattractant protein-1 sein, das in Motoneuronen nach Fazialisaxotomie
synthetisiert wird (Flügel et al., 2001). Der Befund ist von potentieller klinischer Relevanz,
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da er auf die Möglichkeit eines nicht-invasiven Einschleusens von genetisch modifizierten
hämatopoetischen Zellen in das ZNS hinweist.
In einem Projekt von Dr. M. Prinz und Prof. A. Aguzzi (Institut für Neuropathologie,
Universitätsspital Zürich, Schweiz) wurden schliesslich Knochenmarkschimären
verwendet, um den Beitrag von Makrophagen für die periphere Prionpathogenese zu
definieren. Es zeigte sich, dass in Abwesenheit von follikulär dendritischen Zellen
hämatopoetische und stromale Kompartimente für die lymphoretikuläre Prionvermehrung
und Neuroinvasion erforderlich sind. Gegenwärtig untersuchen wir in GFP-
Knochenmarkschimären, ob Scrapie zu einer Rekrutierung von hämatopoetischen Zellen
in das ZNS führt. Erste Ergebnisse belegen, dass GFP-markierte Mikroglia in grossem
Umfang im Gehirn von Mäusen nach peripherer Prionproteininokulation nachweisbar sind
(Abb. 4).
Abb. 4: GFP-positive Mikroglia im Hippocampus einer Chimäre 146 Tage nach
                 i.p.RML-Inokulation
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1.5  Neurogenese aus adulten Stammzellen des Knochenmarks
Die wissenschaftliche Diskussion um den Begriff der „Stammzelle“ (multipotent und
selbsterneuernd) wurde durch Beobachtungen belebt, die eine neue funktionelle Definition
der Stammzelle erlauben. So konnten aus einer singulären adulten hämatopoetischen
Stammzelle in vivo Epithelien von Leber, Haut, Lunge und Gastrointestinaltrakt generiert
werden (Krause et al., 2001). Knochenmarkszellen differenzierten auch zu Skelettmuskel
(Ferrari et al., 1998) und Herzmuskel (Orlic et al., 2001). Umgekehrt konnten aus adulten
Stammzellen der Muskulatur (Jackson et al., 1999) und des Gehirns (Bjornson et al.,
1999) in vivo Blutzellen gewonnen werden. Diese Überschreitung der embryonalen
Entwicklungsgrenzen lässt sich durch eine „Transdifferenzierung“ von Stammzellen
erklären. Alternativ besitzen adulte Stammzellen Pluripotenz.
Aus Knochenmarkszellen konnten sowohl in vitro (Woodbury et al., 2000; Sanchez-
Ramos et al., 2000) als auch in vivo (Kopen et al., 1999; Mezey et al., 2000; Brazelton et
al., 2000, Nakano et al., 2001) neuronale Phänotypen generiert werden. Mindestens 0,2%
aller NeuN-positiven Zellen im Gehirn entstammten vier Monate nach der Transplantation
dem Donor-Knochenmark (Mezey et al., 2000; Brazelton et al., 2000). Diese Zellen
zeigten jedoch abgesehen von der Expression neuronaler Antigene wie NeuN,
Neurofilament und β-Tubulin III keine für Neuronen charakteristische  Morphologie.
In GFP-Chimären fanden wir, dass zu einem frühen Zeitpunkt nach der Transplantation
vereinzelt GFP-markierte Zellen NeuN exprimierten (siehe 2 I). Diese Zellen waren vor
allem im Bulbus olfactorius lokalisiert (2 I Seiten 734-735). Interessanterweise handelt es
sich bei dieser Region und beim Hippocampus um Zonen der aktiven Neurogenese im
adulten Gehirn (Übersicht bei Gage, 2000). Mehrere Monate nach der Transplantation
waren jedoch keine GFP/NeuN-positiven Zellen mehr nachweisbar, so dass die
Entwicklung zu voll differenzierten Neuronen fehlgeschlagen sein könnte (2 I Seite 734).
Eine andere Arbeitsgruppe fand in Gehirnen von Knochenmarkschimären nach sechs
Monaten ebenfalls keine Expression von neuronalem Antigen in Donorzellen (Nakano et
al., 2001).
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Zehn bis 15 Monate nach der Transplantation zeigten sich im Cerebellum jedoch voll
entwickelte Nervenzellen mit GFP-Markierung in Soma, Axon und Dendriten (2 I Seiten
734-737). Aufgrund der Morphologie und der Expression von Calbindin-D28K konnten
diese Donorzellen als Purkinje-Zellen identifiziert werden (2 I Seiten 734-737). In der
Immunelektronenmikroskopie bestätigte sich eine zytoplasmatische GFP-Expression (2 I
Seiten 735-736). Die funktionelle Integration der Donorzellen, die maximal 0,1% aller
Purkinje-Zellen des Cerebellums ausmachten, zeigte sich in synaptischen Kontakten und
der Expression des Neurotransmitter-synthetisierenden Enzyms Glutamatdecarboxylase
(2 I Seiten 735-737). Obgleich in den GFP-Chimären, die retroviral transduziertes
Knochenmark erhielten, kein rekombinantes Retrovirus nachweisbar war, transplantierten
wir zum Vergleich Knochenmark aus GFP-transgenen Tieren in Wildtypmäuse. Auch in
diesen Chimären waren GFP-markierte Purkinje-Zellen im Cerebellum nachweisbar (2 I
Seiten 735-737). Die Ergebnisse liefern den ersten Hinweis auf eine postnatale
Entwicklung von Purkinje-Zellen. Möglicherweise ist das späte Auftreten der GFP-
markierten Neurone als Regenerationsversuch im Zusammenhang mit dem
altersbedingten Verlust von Purkinje-Zellen zu sehen (Sturrock, 1990). In jedem Fall
belegen die Ergebnisse, dass periphere Stammzellen zu Neuronen differenzieren und in
die komplexe Zytoarchitektur des adulten ZNS integriert werden können.
20
1.6  Schlussfolgerung und Ausblick
Im zentralen Nervensystem sind Neurone von Gliazellen umgeben. Während der
Embryonalentwicklung unterstützen radiale Glia die Migration der Nervenzellen (Rakic,
1972). Im adulten ZNS können aus Gliazellen Neurone entstehen (Doetsch et al., 1999;
Seri et al., 2001). Die Beziehung zwischen Nervenzellen und Glia ist demnach reziprok.
Auch nach einer Schädigung des ZNS reagieren sowohl Neurone als auch die
benachbarten Glia. In unseren Forschungsarbeiten haben wir versucht, beide
Zellpopulationen näher zu charakterisieren, um so neue Strategien für die Therapie von
ZNS-Erkrankungen zu entwickeln. In Beantwortung der drei eingangs gestellten Fragen
stellen wir fest:
1. Neurone können eine Schädigung an benachbarte Gliazellen und an Zellen
ausserhalb des ZNS signalisieren. Als Mediatoren der Neuron-Glia-Interaktion
kommen Neuropeptide wie CGRP und Galanin sowie extrazelluläres ATP in
Betracht.
2. Mikroglia entstammen dem Knochenmark. Sie besiedeln mit regional
unterschiedlicher Kinetik das adulte Gehirn. Nach einer Schädigung des ZNS
werden Zellen hämatopoetischen Ursprungs gezielt an den Läsionsort rekrutiert
und differenzieren dort zu Mikroglia. Ungeachtet der Integrität der Blut-Hirn-
Schranke können genetisch-modifizierte Knochenmarkszellen in das ZNS
geschleust werden.
3. Aus Stammzellen des Knochenmarks können unter physiologischen
Bedingungen Mikroglia, aber nicht Astrozyten hervorgehen. Wenige ZNS-
Neurone lassen sich im adulten Gehirn auf einen Ursprung ausserhalb des
Nervensystems zurückführen.
Die Ergebnisse liefern neue Ansätze für die gentherapeutische und restaurative
Behandlung von ZNS-Erkrankungen. Wir untersuchen derzeit, ob trophische Faktoren
über Mikroglia nicht-invasiv in das geschädigte ZNS transportiert werden können. Darüber
hinaus versuchen wir, die neuronale Differenzierung adulter peripherer Stammzellen
näher zu charakterisieren. Die Integration neuer Nervenzellen in den komplexen Verband
eines adulten Gehirns lässt die Hoffnung aufkommen, dass Strategien für eine
Regeneration des geschädigten ZNS entwickelt werden können.
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